
































clinical  trials,  during  which  in  vivo  performance  is  evaluated.  Regulatory  issues  concerning 
nanopharmaceutics still require expertise for harmonizing legislation and a clear understanding of 
clinically  compliant  production  methods.  The  first  part  of  this  study  addressing 
“Nanopharmaceutics: Part I—Clinical trials legislation and Good Manufacturing Practices (GMP) 
of nanotherapeutics in the EU” has been published in Pharmaceutics. This second part complements 






A  number  of  emerging  nanotechnologies  are  being  exploited  in  medicine  to  improve  the 
therapeutic  outcome  of  several  drugs  and  biomolecules  and  to  address  unmet  medical  needs. 
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European  Commission  aims  to  lead  innovation  towards  the  development  of  these 
nanopharmaceutics by launching several funding opportunities within Member States, Associated 
Countries  and  Third  Countries.  The  strategic  plan  for  the  next  Horizon  Europe  framework 
programme has  clearly  set nanomedicines  and  advanced  therapies  as priorities. To  succeed,  the 









the  “Nanoscience Nanotechnology” with  17.925%. Regulating  nanopharmaceutics  is  a  challenge 
since the selection of the regulatory pathway is governed by the classification of the product which 


















accepted  in a Phase 2 of clinical  trials related  to safety evaluation  [5,6]. TRL8 refers  to Phase 3 of 
clinical trials and market introduction authorization, and TRL9 refers to actions after the approval. 
The product is officially on the market [7,8].   
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formulation  studies,  help  to  define  the  qualitative  and  quantitative  formulation,  and  set  the 
production parameters  for medium/large scale. Such small batches supply  the pre‐clinical and/or 
clinical studies. The pilot scale batches are larger than the laboratory batches and usually support 
stability  studies,  and  help  to  optimize  production  parameters  and  appropriate  equipment.  Pilot 
batches may also supply clinical trials. Industrial scale batches are those produced over the course of 
the marketing process. The scale‐up of nanopharmaceutics may be a little more tricky as the process 
may affect  the properties of  the particles which make  them  singular  in  comparison  to  their bulk 
counterparts, e.g., colloidal stability, the drug loading, the mean particle size, the morphology, and 
surface properties  [9]. The control of  these properties  is  instrumental to ensure  that the  industrial 
batch will have the same physicochemical, pharmacokinetic and biopharmaceutical properties as the 
laboratory‐scale batch. As these properties are strongly dependent on the production process, any 
deviation  is only noted when  the volume of batches  is amplified. Good Manufacturing Practices 
(GMP) must be ensured over the course of the scaling‐up [10] and the production process optimized 
to limit substantial differences between batches. The selection of the production process is governed 

































life  (e.g., PEGylation [45,46])  to have site‐specific  targeted delivery  [47], and release  the drug  in a 
controlled fashion [48–50].   
Metal nanoparticles are commonly employed in medical imaging and diagnostics, but also as a 
theragnostic  approach  (i.e.,  combination  of  therapy  and  diagnosis).  Besides,  some  metal 
nanoparticles exhibit antimicrobial activity being commonly applied in coatings for wound treatment 
[51,52].   
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and  then,  under  mechanical  stirring,  is  added  to  an  aqueous  surfactant  solution  at  identical 
temperature [54]. The obtained emulsion is poured into the high‐pressure homogenizer at a certain 
pressure (usually 500–600 bar) for some minutes (c. 3–5 min) and homogenized at high temperature 
(usually  5–10  °C  above  the  melting  point  of  the  solid  lipid).  The  resulting  oil/water  (O/A) 











the drug  is dispersed or dissolved  [60]. This organic phase  is mixed by mechanical stirring  in an 
aqueous surfactant solution to obtain a hot emulsion which is then pressed against the membrane 
applying  the  required pressure  so  that  the  inner oily droplets are  sized down when crossing  the 
membrane,  forming very small droplets which  recrystallize when  in contact with a cold aqueous 
phase.  This  method  generates  monodispersed  nanoparticles  and  can  be  scaled‐up  with  some 
adaptations. 
  













Multiple  emulsion  or  double  method  has  been  proposed  for  the  loading  of  hydrophilic 
molecules  into  lipid matrices  [63].  It  requires  the preparation of a water‐in‐oil  (w/o) emulsion by 
dispersing the aqueous inner phase containing the drug  into the organic phase obtained from the 
dissolution of  the solid  lipid  in a suitable organic solvent,  followed by  the dispersion of  this w/o 
emulsion into an aqueous surfactant solution to produce a water‐in‐oil‐in‐water (w/o/w) emulsion. 
By  evaporation  of  the  organic  solvent  under  gentle  mechanical  stirring  lipid  nanoparticles  are 
generated. This method is also not particularly suited for the production of large volumes of particles 
(with  the additional  limitation of usage of organic solvents), but  it  is  reproducible and can be an 
interesting option for the production of small batches to feed pre‐clinical and clinical studies.   
3.1.5. Solvent Emulsification Diffusion 
The  solvent emulsification diffusion method has been  firstly proposed  for  the production of 
polymeric nanoparticles [64], and then adapted to produce lipid nanoparticles. Briefly, it is based on 
the dispersion of an organic solution of  the  lipid  in a polar protic or aprotic organic solvent (e.g., 
ethanol, acetone)  in an aqueous surfactant solution. The diffusion of  the organic solvent  from  the 
inner phase in contact with the water phase, under gentle stirring results in the formation of lipid 
























chitosan  and  tripolyphosphate,  alginate  and dextran  sulphate). Briefly,  the method  involves  two 
mixed aqueous phases with a  following  transition  from a  liquid  to a gel—a consequence of  ionic 




The  nanoprecipitation  technique  is  a  bottom‐up  method  which  generates  nanoparticles 
instantaneously using two miscible solvents, one of which does not dissolve the polymer. Firstly, the 
drug and  the polymer are dissolved  in one of  the solvents  (i.e.,  the one dissolving  the polymer). 

















phase  of  an  oil‐in‐water  (o/w)  emulsion  using  the  supercritical  carbon  dioxide  (CO2)  [71].  This 
method  has  been  reported  to  produce  monodispersed  nanoparticles  with  less  residual  organic 
solvent,  and with  high  drug  payload.  The  final material  is  reported  to  be  a  dried  powder  that 





or  from physical methods.  In  the chemical methods,  the  reduction of metal complexes  in diluted 
solutions  is preferred, whereas  in physical methods  a vast  array of  techniques has  already been 
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the  same  nanoproduct.  To  assist  on  the  development  of  clinically  accepted  nanopharmaceutical 
batches,  the  “guideline  on  the  requirements  to  the  chemical  and  pharmaceutical  quality  documentation 
concerning  investigational  medicinal  products  in  clinical  trials”,  of  the  Eudralex,  Volume  X,  is  of 












Table  1.  Examples  of  currently  ongoing  or  upcoming  clinical  trials  of  treatments  containing 
nanopharmaceuticals (source: https://clinicaltrials.gov/). 











































































































































medicines  with  improved  outcomes  to  patients  and  to  public  health  systems.  However,  with 
innovation and modernization, come also other  issues  related  to regulatory affairs  requiring new 
legislation  to  shape  them  for human use, which  should  cover quality,  efficacy  and  safety of  the 
product before it reaches clinical trials. A positive benefit/risk relationship must be ensured. 
The  internationally  available  guidelines  for  clinical  trials  and  the  required  IMPD  are 
instrumental  to ensure  that  the product  submitted  to an evaluation  for a marketing  introduction 
authorization  is  reliable. While  the  production  of  nanopharmaceutics  are  strongly  tied  to GMP, 
continuous  scientific  guidance  is  still  required  to  ensure  quality  and  safety. As  the methods  for 
production of nanopharmaceutics differ amongst the advantages and easiness to be scaled‐up, the 
selection should also rely on  the safety of  the  final product. Bioactives  from natural sources with 
nutraceutical  value  (of  vegetal  or  animal  food  matrices)  are  of  focused  interest  and  are  being 
proposed  as  ingredients  to  be  loaded  into  nanoparticles  to  obtain  a  new  production—
nanonutraceutics. The added value of several nutraceuticals in the prevention, treatment or delay the 
onset of a disease is very well documented [80–84], although much research is still needed as seen by 
the number of publications  indexed  in  the Web of Knowledge dealing with nanonutraceutics and 
clinical trials (Figure 5). 

































































unique properties  resulting  from  the  size,  shape, morphology  and  surface properties, which  are 
effective only if essential parameters such as quality, safety and efficacy are ensured over the course 
of the scale‐up process. However, no standard methodology is available to control the quality of these 
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